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論文内容の要旨 
 
微小管はチューブリン二量体からなるポリマーであり、チューブリンの重合・解
離によってダイナミックな伸長・短縮運動を行う。この動的不安定性とよばれる現象は
-チューブリンに結合するGTPの加水分解によって制御され、微小管の先端は伸長相で
はまっすぐに伸びた管状構造を、短縮相では微小管を構成するプロトフィラメント（微
小管縦軸のチューブリンの並び）がばらけて外側に反った構造をとる。細胞中には微小
管の伸長促進因子と短縮促進因子が数多く存在し、組織や細胞、細胞周期に応じて微小
管のダイナミクス、ひいては染色体分配や細胞遊走などの生命現象を制御する。 
本研究で取り扱うCLASPタンパク質は、微小管伸長端に局在して微小管を安定化す
る伸長端結合タンパク質（+TIPs）のひとつであり、染色体による微小管捕獲やゴルジ
体からの非中心体由来微小管派生の必須因子である。CLASP2は、微小管結合ドメイン
として知られる２つのTOGドメインと塩基性アミノ酸に富んだセリン・アルギニン
（SR）領域を介して微小管格子に局在することができる。またSR領域には+TIPsの中心
的タンパク質であるEB1との結合部位が存在し、これによってCLASP2は伸長端への集
積が可能となる。このようにCLASP2には複数の微小管局在機構が示唆されてきた。一
方、類似のTOGドメインをもつXMAP215はEB1に依存することなく伸長端のみに特異
的に集積するなど、同じファミリーに属するタンパク質間でも微小管認識が異なる。本
研究ではCLASP2におけるTOGドメインの微小管認識機構を明らかにすることを目的
として、CLASP2の２つのTOGドメイン（TOG2とTOG3）の結晶構造を決定し、試験管
内での微小管結合能と細胞内における微小管の動的不安定性への影響を解析した。 
TOG2、TOG3は、TOGドメインファミリータンパク質の中では配列相同性が低いに
もかかわらず、両方とも６つのヒートリピート（HR）を有する典型的なTOGドメイン
構造をもつことがわかった。XMAP215の酵母ホモログStu2のTOGドメイン（Stu2-TOG）
では、HRのへリックス間をつなぐ塩基性残基に富んだループ領域が微小管結合の役割
を担う。CLASP2でもこの塩基性領域は保存されていたが、３番目のHRがHRの並びか
らはずれることで、湾曲したHR構造をとることがわかった。Stu2-TOGはこの歪みがな
いのに対し、TOG2は微小管結合表面が凸型に、TOG3は微小管結合面に対して水平に
曲がった構造をもつ。この立体構造の歪みが微小管認識の違いに起因すると考え、まず
チューブリン二量体との相互作用を試験管内で検証した。Stu2-TOGはチューブリンに
結合し微小管重合を阻害したのに対し、CLASP2のTOGドメインは双方とも微小管の重
合反応に影響しなかったことから、チューブリンとの親和性が弱いと考えられた。この
溶液を低温に移し微小管の短縮運動を促進したところ、Stu2-TOGやTOG3の混合溶液で
は微小管は短縮、脱重合された。一方、TOG2混合溶液には短い微小管が残ったことか
ら、TOG2は短縮相にある微小管に相互作用して脱重合を阻害すると示唆された。さら
に微小管の重合阻害薬であるソブリドチンとビンブラスチンで処理したチューブリン
に対するTOGドメインの相互作用を調べた。この２つの薬剤は脱重合状態の微小管構
造を誘発する試薬であり、ソブリドチンは湾曲率の高いリング状のプロトフィラメント
を、ビンブラスチンは緩い螺旋状のプロトフィラメントを形成させる。超遠心沈降法に
よる解析の結果、TOG2はソブリドチン添加チューブリンに、TOG3はビンブラスチン
添加チューブリンに結合した。ソブリドチンは２つのチューブリン二量体の間に結合し
二量体間を湾曲させ、TOG結合面が内側に向いたリングを形成する。よってTOG2は凸
型の微小管結合面を利用して２つの二量体に結合し、脱重合阻害すると考えられる。
TOG3については、微小管結合面の水平方向へのねじれとプロトフィラメントの螺旋の
ずれが合うことで相互作用すると考えられる。さらに微小管格子構造を誘発するタキソ
ールで処理した微小管との結合を調べたところ、TOG2よりTOG3が優位に結合した。
これよりよりTOG2の歪みは格子結合の効率を下げ、他方TOG3は水平方向の歪みによ
って格子面の複数のチューブリンに相互作用できる可能性がある。 
CLASP2はEB1結合モチーフを2か所にもつ。しかし実際には片方の結合部位は用いら
れず、CLASP2とEB1二量体は2:1結合することを、等温滴定型熱量測定によって明らか
にした。また、TOGドメインの変異あるいはEB1結合部位の欠損によって、動的不安定
性に与える影響を細胞内で調べた。CLASPは微小管の短縮から伸長への相転移（レス
キュー）を促進することが知られるが、この活性にはTOGドメインによる格子結合、
EB1を介した伸長端結合の双方が必要であることを明らかにした。 
 TOGドメインファミリータンパク質は細胞内での微小管への作用が異なるばかりで
なく、細胞分裂期や細胞遊走において多様な役割を担うが、本研究により、立体構造の
類似したTOGドメインの微妙な違いが微小管への結合能を変化させる可能性があるこ
と、その差異により動的不安定性を制御することを明らかにした。 
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論文審査結果の要旨 
 
本論文の審査は、提出論文の内容、平成27年6月24日に行われた公聴会および審査会で
の質疑応答に基づき、４人の審査員（主査：高橋栄夫 教授、副査：木寺詔紀 教授、
明石知子 准教授、上田太郎 客員教授）によって行われた。 
 学位論文では、+TIPsであるCLASP2について、２つのTOGドメイン（TOG2, TOG3）
の結晶構造決定、およびin vitro、in silico、in vivoにおける微小管との相互作用の解析を
行った結果が記載されている。公聴会に引き続き審査会を行ったため、審査会では内容
の要約をあらためて行うことは割愛し、すぐに本博士論文に関する専門的知識と考え方、
関連科目に関する知識、外国語（英語）力について、学位申請者と各審査員と以下の質
疑応答がなされた（下記は公聴会での質疑応答も含む）。 
 まず上田副査より、EB1は微小管のレスキューに必要ないはずだが、細胞内での
CLASP2によるレスキューにおいてCLASP2とEB1の相互作用が必要なのはなぜかと問
われたところ、EB1がCLASP2を微小管にリクルートするために必要との回答が得られ
た。また高橋主査からEB1への変異導入実験についての質問には、先行研究からEB1の
変異は微小管の機能に致命的であることが知られるためあえて行わなかったと回答し
た。EB1とCLASP2のセリン・アルギニン（SR）領域との結合実験について、木寺副査
と高橋主査よりEB1の結合モチーフが2か所存在するにもかかわらずITCの結果では1か
所にしか結合しない理由と片方のモチーフに変異導入しても結合定数が変化しない理
由について説明を求められたところ、EB1との相互作用は結合モチーフばかりでなく周
辺の塩基性残基も関わること、またSR領域がゆるい高次構造をとる可能性があること
から、周辺領域による影響が理由として考えられると説明した。立体構造解析について、
明石副査からTOGドメイン同士の立体構造の違いと微小管結合部位についての説明を
求められたところ、ドメインの立体構造の重ね合わせと微小管結合領域のアミノ酸配列
の比較をもとに詳しく説明した。さらにチューブリンとの相互作用について、高橋主査
から細胞のイメージからもTOG2は微小管格子のチューブリンに結合して脱重合を阻
害するのではないかという質問に対して、格子というよりプロトフィラメントに作用し
てレスキューすると回答した。木寺副査から薬剤処理したチューブリンに対するTOG
の結合実験に関して、ソブリドチン結合チューブリンに対してTOG2の結合が上がった
のはなぜかとの質問に、ソブリドチンによって誘発されたチューブリンリング状構造に
凸型に湾曲したTOG2が立体的により結合しやすい可能性があること、チューブリン二
量体というより２つの二量体の異なる組み合わせのチューブリンサブユニットに結合
する可能性を指摘し、モデリングで検証結果を示した。また細胞内での微小管の動態解
析の結果について、TOG2とTOG3の影響の違いを立体構造から説明できるかとの質問
には、立体構造に基づいての説明はできないが光散乱法の結果からTOG2が脱重合抑制
により効果的に作用する結果が得られたと答えた。上田副査から、仮にTOG2が脱重合
状態のプロトフィラメント中の複数のチューブリン二量体に結合するならば実験的に
どのように検証するかという質問に対して、架橋剤試薬を用いた電気泳動や質量分析法
による解析、電子顕微鏡による立体構造解析があると回答した。TOG2と複数のチュー
ブリンとの複合体モデルについて、木寺副査からモデル構築についてどのような手法で
行ったかと問われた。これに対しては、すでに報告されているStu2-TOGとチューブリ
ンの複合体の立体構造をもとに、相互作用において保存されている残基を固定してモデ
ル構築したとの回答が得られた。さらに明石副査から、チューブリンのリング構造と
TOG2の曲率が合致しているのかとの質問について、モデルは詳細な四次構造を解析で
きるほど精巧に作成されているわけではないと返答した。また木寺副査からはヒートリ
ピート構造がどの程度硬いのか、ヒートリピート構造が変化することでチューブリン認
識が変わることは有り得るかという質問に対して、有り得るかもしれないとの回答を得
た。また発表を通してSR領域も微小管との相互作用に関わると言及しており、それに
対して明石副査からSR-TOGなどの各領域を連結した組換え体を作成しての実験検証
を問われた。それに対して、CLASP2全長やSR-TOGなどの各種組換え体を作成して試
験管内で実験を行ったがうまくいかなかったとの回答が得られた。 
関連分野の知識について、まず光散乱の原理と応用について説明を求められた。原理
についてはあいまいな回答であったが、動的光散乱と申請者が用いた光散乱による濁度
定量との違いは説明することができた。さらに静的光散乱について聞かれたが、答える
ことはできなかった。また配列比較について申請者自身が行った配列アラインメントと
立体構造比較について問われたが、自身が用いた配列解析ソフトをかろうじて答えるこ
とができたが、立体構造比較については答えられなかった。さらに複合体形成に関する
解析法について、自身の実験系でアイデアがあるかとの質問には、架橋剤試薬の検討や
質量分析法・NMR法の利用などの回答が得られた。また分子間相互作用解析について、
自身の経験も含めて概説することを求められたところ概ね適切な説明がなされ、申請者
自身が行った実験については理解して研究を進めていることが見て取れた。 
 英語力の判定については、”General Introduction”および”General Discussion and 
Conclusion”を申請者本人が独力で描いたことを確認した上で筆記について評価した。ま
た発表で用いたスライド一枚を用いて口頭説明を行うことで表現力を審査した。海外で
の学会発表の経験も問われ、一度米国細胞生物学会にてポスター発表を行ったと答えた。
審査会では論文の体裁について修正すべき点が指摘され、その訂正した後に大学へ提出
することとなった。 
審査会終了の後、審査員で討議を行った結果、研究内容について質・量ともに申し分
なく、申請者自身が主体的に研究を進めている点も、学位授与に値すると評価した。ま
た専門分野ばかりでなく、関連分野や英語力に関しても一定の水準に達しており、以上
を総合的に判断して、申請者は学位を授与されるにふさわしい十分な資格を有すると判
定された。 
 
